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ABSTRACT

5’AMP －activated　protein　kinase　（AMPK ）　is　one　of　longevity－related　genes，　which

promotes　health　and　wellbeing　by　regulating　glucose　，　lipid，　and　energy　metabolisms　・

Recently ，　it　has　been　revealed　that　AMPK　is　also　associated　with　regulating　skeletal

muscle　mass ．　However，　the　precise　mechanism　of　AMPK－mediated　regulation　of
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muscle　mass　is　not　fully　clarified．　In　the　present　study，　we　examined　mechanisms　by

which　AMPK　coordinates　muscle　mass 厂Wild　type　mice　（WT ）　and　muscle－specific

AMPK　inactivated　mice　（AMPK －DN ）　were　used　in　this　experiment，　and　soleus

muscle　atrophy　was　induced　by　2－week　hindlimb　suspension．　Soleus　muscle　atrophy

was　greater　in　WT　group　than　AMPK－DN　group．In　WT　group，　mRNA　of　muscle－

Ring　finger　1，　which　promotes　protein　degradation　in　muscle，　was　upregulated，　but　not

in　AMPK －DN　group．　In　addition，　Akt／mammalian　target　of　rapamycin／p70　s6　kinase

pathway ，　which　promotes　protein　synthesis　in　muscle，　is　activated　more　in　AMPK－

DN　group　compared　with　WT　group．　In　conclusion，　a　longevity－related　gene，　AMPK

negatively　regulates　skeletal　muscle　mass　through　upregulating　protein　synthesis

pathways　and　downregulating　protein　degradation　pathways・

要　 旨

5’AMP －activated　protein　kinase　（AMPK ） は糖 ・

脂 質 ・エ ネ ル ギ ー代 謝 を調 節 し て 健 康 増 進 を も

た ら す 長 寿 関 連 遺伝 子 の1 つ であ る が， 骨 格 筋

量 の 調 節 に 関 与 す る こ と も示 唆 さ れ てい る． 本

研 究 で はAMPK が 骨 格 筋 量 を 制 御 す る メ カ ニ

ズ ム につ い て， 骨 格 筋AMPK を特 異 的 に不 活 性

化 し た マ ウ ス を用 い て 検 討 し た． 野 生 型 マ ウス

（WT ） と 骨 格 筋 特 異 的AMPK 不 活 性 化 マ ウ ス

（AMPK －DN ） に 対 し，2 週 間 の 後 肢 懸 垂 処 置 に

よるヒ ラ メ筋 へ の負 荷 除去お よび後 肢懸 垂後 に1

お よび2 週 間の 通常飼 育に よる再荷 重 を行っ た と

こ ろ．　AMPK －DN はWT に比 べ て 筋 萎 縮 の 程 度

が軽 減 さ れた．WT で は タンパ ク質分 解 を促 進す

るmuscle　Ring －finger　1　のmRNA 発 現が 増加 した

が，　AMPK －DN で は変 化 が な か っ た　 ま た， 夕

ンパ ク質合 成を促 進す るAkt ／p70　s6　kinase経 路は

AMPK －DN にお い てWT に 比 べ て よ り活 性 化 し

て い た． 以 上 よ り， 長寿 関 連遺 伝 子AMPK は 夕

ンパ ク質合 成 一分 解 を調節し て，骨 格筋 量 を負 に

制御す るこ とが 明らか になっ た．つ　 卜

緒　言

骨格筋は体内最大の器官であり全 身の代謝バラ

ンスを調節する重要な臓器として健康増進に不可

欠である．骨格筋量の減少は2 型糖尿病などの代

謝関連疾患の発症リスクを高めるだけでなく，加

齢性筋減弱症 （サルコペニア）やロ コモティブシ

ンドロームなどの運動器疾患を誘発する．現在の

ところ，骨格筋量を調節するメカニズムについて

は明確となうていないため，骨格筋量を調節する

メカニズムを明らかにし，骨格筋量 の減少を改善・

予防するための方策を確立することは，健康寿命

を延伸させることにおいて極めて重要な課題であ

る．

卜　 近年，長寿関連遺伝子を活性化することが，寿

命延長や老化抑制にっ ながるとし て注 目を浴び

ている； 長寿 関連遺伝子には代表 的なものとし

てSIRTr1 やOrcadian　Locomotor　Output　Cycles

Kaput 　（CLOCK ），　5’AMP－activated　protein　kinase

（AMPK ）が存 在し てい る．な かで もAMPK は

CLOCK12 ）やSIRT1　4）の制御 に関与 してお り，

AMPK が長寿関連遺伝子群の中で もマスターレ

キ ュレーターとしての役割を担っているものと考

えられる．　　　 ‥　1　．．　　．．
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骨 格 筋AMPK は 運動 （筋 収縮 ） や飢 餓 ，低 酸

素 などの代 謝的ス トレ スに よっ て活性化 し， イ ン

スリ ン感受 性亢 進， インスリ ン非 依存 的糖輸 送促

進， 脂 肪 酸 酸 化， グリ コ ー ゲ ンや タンパ ク質 代

謝 制 御，　peroχisome　proliferator－activated　receptor

gamma　coactivator　1－　a　（PGCla ）を 介し たミト コ

ンドリ ア機 能の亢 進， 筋代 謝特性 の 遅筋 化 な ど，

抗肥 満，抗 糖尿 病的 に作用す る多 様 な効果 の発現

に 寄 与す る こ と が示 唆 さ れて い る9・10・22） 一方

で ，　AMPK の 活 性化 は タ ンパ ク 質合 成 を 阻 害 し

骨 格筋量 の減 少を助 長す る可能性 が示唆 さ れてい

る2 ’　17） つ まり√ 長 寿 関連 遺 伝 子で あ るAMPK

の活性化 は骨 格筋 の質を高 める一 方で， 量的 な面

では負 の影響 を もたらす可 能性が 考え ら れる． し

か しAMPK を中 心 とし た 長寿 関 連遺伝 子 が， 骨

格筋 量の制御 におい て どの ような役割 を担っ てい

る のかについ ては明確 となっ てい ない ．し たがっ

て，こ れら長寿 関連遺 伝子 を活性化 させる ことが，

果 たして骨格 筋 にとっ て望 ましい こ とであ るの か

につ いて は疑 問 の余地 が残 る．　　　　　 △し

そ こ で 本 研 究 で は，　AMPK に 焦 点 を 当 て，・

AMPK の活 性化 が骨 格 筋 の量 的 変化 に影 響 をお

よぱ す の か につ い て，　AMPK 活 性 を低 下 さ せ た

遺伝子組 換え マウ スと野生型 マ ウスを比 較検討 す

るこ とによ り，長寿 関連 遺伝 子 の活性化 が骨格 筋

の機 能維 持に もつ意義 を明 らかに してい く．二

1 ．方　 法

1 ．1　実験対象　　　　　卜

本実験では生後12－16週齢 の骨格筋特異的

AMPK 不 活性 化マ ウス（AMPK －DN）　12匹 と

同腹子の野生型マウス（WT ）　12匹を用いた．

AMPK －DN　16）は医薬基盤研実験動物研究資源バ

ンクより入手した．全てのマウスは，温度が22 ±2

℃に設定され，照明が12 時間毎に点灯と消灯を

繰り返し行う飼育室で飼育した．餌と水は自由摂

取とした．本実験は豊橋創造大学が定める動物実
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験規定に基づき，豊橋創造大学生命倫理委員会の

審査・承認を経て実施された

1 ．2　処置方法

マウスを無作為に，①対照群（Pre）および②

後肢懸垂群の2 群に分類した．後肢懸垂群のマウ

スにはよ2 週間の尾部懸垂を負荷した！5）．　2週間

の懸垂後に通常飼育へ戻すことで，ヒラメ筋への

荷重を再開し，萎縮したヒラメ筋の再成長を惹起

した．後肢懸垂終了直後（RO），後肢懸垂終了後

通常飼育1 週間（Rl）および2 週間（R2）後に

マウス両後肢よりヒラメ筋を摘出した．得られた

ヒラメ筋は摘出後，即座に結合組織を除去したの

ち，筋湿重量を測定し，液体窒素を用いて急速に

凍結した．

1 ．3　 電気泳動およびウェスタンプロット法

筋 サンプルにお けるタンパク質発 現量 の解 析

にはウェ スタンプロ ット法を用いた19・23｝ 各サ

ン プ ル・はProtease／Phosphatase　Inhibitor　Cocktail

（5872 ，　Cell　Signaling　Technology，　Danvers，　MA ，

USA ） を 添 加 し たlysis　buffer　（CelLytic　MT，

Sigma －Aldrich，　St．　Louis，　MO，　USA） を 用 い て

ホ モジ ネート し，　20000g で遠 心し た の ち上 清

を 回収した．得 られた上清中の タンパ ク質（10

μg）を7 ．5％ のアクリルアミドゲル を用いて電

気 泳動・ 分 離（SDS －PAGE ） し，　polyvinylidene

difluoride　（PVDF ） メ ンブ レ ン（Hybond －P，　GE

HealthCare ，　Buckinghamshire，　UK） に 転 写 し

た，　このメ ンブ レ ンをBlocking　One－P　（Nakarai

Tesque ，　Kyoto，　Japan） で1 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ

し， そ の 後Ms －buffered　saline　（TBS －T，　pH　7．6）

で10000 倍 希 釈 し たAMPKal 抗 体（07－350，

Millipore，　Billerica，　MA ，　USA） ま た はphospho －

1！cetyl　CoA　carboxylase　（ACC ）　Ser79抗 体（3661 ，

Cell　Signa！ing　Technology，　Boston，　MA，　USA），β

－actin抗 ’体（4967 ，　Cell　Signaling　Technology），
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phospho －Akt　Ser473　抗卜体 ：（9271 ，　Cell　Signaling

Technology ），phospho ＝p70レ哺kinase　（p70S6K ）

Thr389 抗体 （9206，　Cell　Signaling　Technology）溶

液にて4 ℃で一晩インキュベT 下した　 このメン

ブレ ンを洗 浄し，コTBS －Tで10000 倍に希釈 した

anti－rabbit　IgG　（7074，　Cell　Signaling　Technology）

と室温で1 時 間反応させ，こ れを化学発光試薬

（ECL　select　Western　Blotting　Detection　System，

GE　HealthCare）を用い て目的の タンパク質を検

出した一各筋 サンプ ルの バンドは画像解析 ソフ

ト！mageJ　（National　Institutes　of　Health，　Bethesda，

MD ，　USA）で定量化 した．　　　　 ・．．・・・．　　・．

1 ．4・　リアリレタイ ムRT －PCR 法 ‥‥‥‥‥

筋 サ ンプ ル にお け る 遺伝 子 （mRNA ） 発現 量

の解析 は，定量 リ アルタ イムRT －PCR 法 にて行 っ

た23 ）．RNeasy　Mini 　Kit　（Qiagen 　GmbH ，　Hiden，

Germany ） を 用 い て， 摘 出 し た 骨 格 筋 組 織 か ら

RNA を 抽 出 し た． 抽 出 し たRNA サ ン プ ル は

cDNA　Synthesis　Ki レ（PrimeScript　RT　Master　Mix

釉rmRNA ，Tak陬a　Bio，　Japan）∧を 用 い てcDNA

に 逆 転 写 し た ，合 成 し たcDNA はTakara　SYBR

Premix　EX　Taq　II　を 用 いて ，RT －PCR を 行 っ た

各 遺 伝 子 の 増 幅 は 表 ！ で 示 し た プ ラ イ マ ー を

用 い て行 っ た　 内 在 性 コ ンレドロ ．－ ル と し て18S

ribosoma ］protein　（18S 卜cDNA を用 い，　18S に対

す る各遺 伝子発 現 レベ ルの相対的 発現量 を測 定 し

たに ……，　 ＝　　　　　し　　　　∧ レ ＝　……… …　…

L　5　 統計 処理　 し　■　　
■　　　　　　　　　㎜　■

す べ て の測 定 値 は平 均 土 標 準 誤差 で示 した．

統計 処理 は主効 果 を時 間とマ ウス種別 と七だ二元

配置分散分析法を用い，　Tukey－Kramer の多 重比

較検定を用いて各要因およびグループ 問の比較 を

行った っ有意水準はP ＜0．05とした， …………………

2 ．結　 果　　　　　　　　 二

図1 に ウェ ス タ ンプ ロ ッ ト 法 に よ 框検 出 し た

AMPKa1 お よびACC　Ser79　 リ ン酸化 ，β－aetin夕

ンパ ク 質 発 現 の結 果 を示 す．AMPK －DN マ ウ ス

はAMPK 　a　1タンパ ク質を過 剰発 現し た遺 伝子 組

換 え マ ウ ス で，あ り， 本 研 究 に お い て もAMPK －

DN マ ウス に のみAMPKal タ ンパ ク 質発 現が 確

認 さ れ た， ま たAMPK 活 性 の 指 標 で あ るACC

Ser79 リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 発 現 はAMPK －DN マ

ウ ス に お い て 減 少 し て お り，　AMPK －DN マ ウ ス

はAMPK 活性 が低下 してい るこ とが確 認 された

い ず れのマ ウス， 処置 にお い て も β－actir！タン．パ

ク 質発 現量に変 化はな かった　 二　　　 ‥‥ ‥

AMPKal

p・ACC

：β・actin

WT　　　　　　AMPK －DN

Pre　RO　R1　R2　Pre　RO　R1　R2

図I　AMPKa1 およびACC　Ser79　リン酸化 （p－ACC ），

… …… …… β－actinタンパク質発現量の変化 ……　卜 ……

図2 に体重および筋湿重量，体重あたりの筋

湿重量の変化を示す，体重はWT マ ウスおよび

AMPK －DN マウスの両群ともに後肢懸垂により

滅少し，後肢懸垂後1 週間の通常飼育で回復した．

また筋重量の変化も同様であった 一方，体重あ

たりの筋湿重量は後肢懸垂で減少し，通常飼育I

週間で回復したが，　AMPK －DN マウスがWT マ，

表1　 本実験で使用したプライマー配列一覧

18S

MuRFl

5 ‰ACTCAACACGGGAAACCTCA －3’

斜AGGAcTccTGcAGAGTGAccAA －3’

5’－TGTCCTTGAATTCAGCAAGCAAAC －3’

5’－AACCAGACAAATCGCTCCAC －3’

5　－TTCTCGTCCAGGATGGCGTA 　3’

5’　－TGTGGC 　C　ATCC　ATTATTTCC 　AG・－3’

デサントスポーツ科学VOL　35
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図2　 体重 および筋湿重 量，体重あたりの筋澀重量 の変化

Pre：対 照群厂RO ：後 肢懸垂2 週 間群，R1 ：後肢懸 垂2 週 間

後 に通常 飼育1 週 間群，R2 ： 後肢懸 垂2 週 間後 に通常 飼

育2 週 間群 を示 す

↑andi ：si＝gnitic皿t　effects　versus　Pre　and　RO，　respectively

§：significant　different　between　WT　and　AMPK－DN

n°3／group
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0
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図3　SIRTI 活 性 の 変 化

↑：significant　effects　versus　Pre
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ウスより有意に高値を示した．

図3 にSIRT1 活性の結果 を示す．　SIRT1 活性

はWT マウス とAMPK －DN マ ウスの 両群に差は

なく，対照群に対し後肢懸垂後1 週間 の通常飼育

した群で活性が上昇した．

図4 にタンパク質合成シグナルの制 御因子であ

るAkt　Ser473　リ ン酸化お よびP70S6K　T ．hr389リ ン

酸化タンパク質の発現の結果 を示 す．　Akt　Ser473

リン酸化は後肢懸垂後1 週間お よび2 週間の通常

飼育に より促進 した， またWT マ ウス に比べて

AMPK －DN マウスのAkt　Ser473　リン酸 化がより高

値 を示 した．p7086KThr389 リ ン酸化 は後肢懸垂

後1 週間の通常飼育により促進したが ，WT マ ウ

スとAMPK －DN マウスに差は認められ なかった．

図5 に タ ンパ ク 質 分 解 の 制 御 因 子 であ る

MuRFl とatrogin－1のmRNA 発現の耜 果ヲを示す．
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図4　Akt 　Ser473リ ン 酸 化（p －Akt）お よ びp70S6K　Thr389 リ

こ　　 ン 酸 化（p －p70S6K ）タ ン パ ク 質 発 現 量 の 変 化
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§：晦ni 恥 明t　different　between　WT　and　AMP蜘DN
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図5　MuRFl お よ びatrogin －1　mRNA 発 現 量 の 変 化

↑and ¶：significant　effects　versus　Pre　and　R0，　respectively

§：significant　different　between　WT　and　AMPK－DN

Mu・RFl　mRNA 発現は後肢懸垂処置により増加

し，後肢懸垂後1 週間の通常飼育を行うことに

より顕著に減少した／またAMPK －DN マウスの

方がWT マウスに比べ低値を示したatrogin －1

mRNA 発現はMuRF －1と同様の傾向を示したが，

有意な変化は認められなかった．

考　察　　＼　　＜　　　　　　　　　ヶ

AMPK は運動によって活性化され，骨格筋に

おいてインスリン非依存的に糖を取り込んだり，

脂肪酸を取り込んで燃焼させる作用を有すること

から発見ムされ11），運動による健康増進効果の中

心分子として注目されるようになった．以後，カ

ロリー制限やレスベラトロールカフェインなどの

植物成分によってもAMPK が活性化することが

わかり1・5・6・7・24），さちにはAMPK　 は　SIRT1を活

性化し，ミトコンドリア生合成に重要なFGC1 －

a を活性化す ることからも，長寿に寄与する分

子として考えられている3・4）．しかしながら本研

究においては，興味深いことにAMPK －DN マウ

スでは野生型マウスと比較し てSIRT1 活性に違

いは認められなかった（図3 ）．　AMPK 活性化 に

よりNAD ゛が増加し て，　NAD ゛依存性脱 アセチ

ル化酵素であるSIRT1 が活性化されることが明

らかになっ てい る4）． 本研 尭では
・
筋 中のNAD ゛

濃度は測定していないが，　NAD ゛のエ ネルギー代

謝 にお ける重 要性 を考えると，　AMPK －DN マウ

スではAMPK 以外の分子によりNAD ゛濃度が一

定に保たれ，　SIRT1 活性に影響がなかったものと

推測される．・一方，後肢懸垂後1 週間の通常飼育

によりSIRT1 活性が上昇 したが广こ れは萎縮し

た筋肉に荷重負荷がかかることで√・一種の運動負

荷状 態になりSIRT1 活性化 につな．がったものと

考えられる，

AMPK の活性化 はタンパク質合成シグナルを

阻害することや筋の分化，肥大を抑制することが

明らかになっており2・17） 長寿をもたらすとされ

るAMPK の活性化は，筋の肥大を抑制するばか

りでなく筋萎縮を助長 する可 能性が考えら れる．

本研究において も，　AMPK 活性が低下したマウ

スでは，後肢懸垂に伴うヒラメ筋の萎縮が軽減さ

れた（図2 ）．これはAMPK が骨格筋量を負に調

節していることを意味してお り，　AMPK 活性が

低い方が筋肥大の促進や筋萎縮の抑制に有利であ

ることを示すものである．　　　　　 ＝

骨格筋の量的変化はタンパク質の合成と分解の

バランス によって調節されている．骨格筋 タン

パク質合 成に関わる重要なシ グナル伝達経路 に

はAkt ／mammalian　target　of　rapamycin　（mTOR ）／

p70S6K 経路 があ るAkt ／mTOR ／p7QS6K 経

路の活性イ匕は筋肥大を促進し，筋萎縮を抑制する

ことが明らかになっている．こ れまでに，　AMPK

活性化はmTOR ／p70S6K 経路を阻害することが知

ら れてお り／AMPK をノックダウンし たマウス

では，　mTC ）R／p70S6K 経路を活性化す ることによ

り機械的過負荷に伴う筋肥大を促進することがわ

かっている13・　18）．本研究においては，後肢懸垂
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後1 週間の通常飼育によりAkt ／mTOR／p70S6K経

路が活性化することが示された（図4 ）／しかし

ながら，後肢懸垂直後のAkt およびp70S6K 活性

にはAMPK －DN マウスと野生型マウスでは違い

はなかった．したがって，　AMPK －DN マウスに

おいて後肢懸垂時の筋萎縮軽減にはAkt／mTOR ／

p70S6K 経路を介したタンパク質介成は関与して

いないと考えられる．　　　：

筋タンパク質分解にはユビキチンープロテア

ソーム系が重要な役割を担っており，特にユビキ

チンリガーゼであるMuRFl やatrogin－1の発現

増加は筋萎縮を惹起する8j4・20）．我々は骨格筋

培養細胞を用いた検討により，　AMPK の活性化

がMuRFl やatrogin－1発現の増加を介して筋肥

大を抑制することを明らかにしている（data　not

shown）．したがって，　AMPK の活性低下はこれ

らユビキチンリガーゼの発現を抑制し筋萎縮を抑

制することが推察される．本研究の結果におい

ても，後肢懸垂直後のMuRFl 遺伝子発現の増加

は，野生型マウスで顕著に起きたが，　AMPK 　－DN

マウスでは発現増加は認められなかった（図5 ）．

つまり，　AMPK －DNマウスにおける後肢懸垂時

の筋萎縮軽減にはユビキチンリガーゼ発現低下を

介したタンパク質分解の抑制が関与しているもの

と考えられる．

本研究はAMPK 活性が低下したAMPK －DNマ

ウスを用いて，　AMPK が骨格筋量制御に持つ役

割について検討を行った．その結果，以下の3 点

のことが新たに明らかになった．

1）　AMPK 活性が低下した状態では正常状態に

比べて，後肢懸垂に伴うヒラメ筋の萎縮が軽減す

る，　2）　AMPK 活性が低下した状態における筋萎

縮の軽減には，ダン．パク質合成シグナルは関与し

ない，　3）　AMPK 活性が低下した状態における筋

萎縮の軽減には，タンパク質分解シグナルの減弱

が関与する．以上のようにAMPK は後肢懸垂

に伴う骨格筋量の変化に関与すること，そしてそ
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のメカニズムの一端としてユピキヂンリガーゼ

発現を抑制して，タンパク質分解を抑制するこ

とが明らかになった．一方，　AMPK 活性が低下

した状態においても，　SIRT1活性は変化していな

いことから，　AMPK を介した骨格筋量調節には

SIRTl は関与していないと考えられる．

4 ．総　括

本研究に より，長寿 をもたらす とさ れる

AMPK が骨格筋量を負に調節していることが明

らかになった．昨今，　AMPK を薬物や生薬，植物，

食品成分などで積極的に活性化することが健康増

進につながると考えられているが，本研究で明ら

かになったように，　AMPK を過度に活性化する

ことは骨格筋量の減少を招くことにもなりかねな

い．健康長寿を達成するうえで，骨格筋の代謝機

能を維持することは大切であるが，骨格筋の量を

維持することも極めて重要なことである．筆者ら

は，　AMPK を中心とした長寿関連遺伝子を安易

にそしで 過度”に活性化させることは，筋量の

減少を招いて不健康状態を招きかねないと考えて

いる．今後，　AMPK を含めた長寿関連遺伝子に

よる健康増進効果を觧き明かすうえで，骨格筋の

質的のみならず量的側面への影響も考慮していく

ことが必要になってくるであろう．
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